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57  Resumen:
Procedimiento de obtención y usos de vesículas de
membrana plasmát ica extraídas de plantas
enriquecidas en proteínas transportadoras de
membrana.
La presente invención se refiere a un método de
obtención de vesículas de membrana enriquecidas en
proteínas transportadoras de membrana de origen
vegetal para su uso cosmético o terapéutico, que
pueden contener a su vez otras sustancias como son
compuestos bioactivos naturales. Preferiblemente se
obtienen en vegetales, a partir de la famil ia
Brassicaceae (crucíferas). Además, la presente
invención también se refiere a un procedimiento para
el incremento de estas proteínas de origen vegetal.
Procedimiento de obtención y usos de vesículas de membrana plasmática 
extraídas de plantas enriquecidas en proteínas transportadoras de membrana 
SECTOR DE LA TÉCNICA 
5 La presente invención se enmarca dentro de los sectores de química y farmacia, y 
concretamente se refiere a vesículas de membrana plasmática de origen natural 
enriquecidas en proteínas intrínsecas de membrana capaces de ser aplicadas con fines 
dermatológicos, farmacológicos o terapéuticos. 
10 ESTADO DE LA TÉCNICA 
En células animales, las proteínas de membrana plasmática (MP) representan 
un punto estratégico para una posible intervención terapéutica, haciendo de las 
proteínas de membrana objetivos diana para fármacos, en investigación contra el 
cáncer, por ejemplo (Harvey et al., 2001). En células vegetales, los procesos de 
15 señalización que controlan las respuestas a estreses abióticos y bióticos ocurren 
también a nivel de MP. De hecho, tanto en células animales como vegetales, la MP 
controla numerosas funciones primarias tales como el transporte de metabolitos e 
iones, endocitosis, proliferación celular .... etc. Todos estos procesos implican una gran 
diversidad de proteínas altamente variables en cuanto a estructura y función. 
20 Esta enorme variabilidad en la naturaleza de las proteínas de membrana, ha 
hecho que el número de procesos de extracción de las mismas sea a la vez extenso y 
específico. Así, además del amplio rango de pesos moleculares y puntos isoeléctricos, 
las proteínas difieren en su naturaleza hidrofóbica, en el caso de proteínas intrínsecas, 
y en la variabilidad de su contenido de lípidos, lo que hace que no siempre sean fáciles 
25 de extraer y purificar, especialmente proteínas con varios dominios transmembrana 
inmersos en la fase lipídica de la membrana. 
30 
Por tanto, el uso de vesículas de membrana que contengan una proteína de 
interés capaz de mantener su funcionalidad y propiedades, puede suponer una ventaja 
adicional en cuanto a su estabilidad y el coste económico de su obtención. 
Los movimientos de casi todos los solutos a través de la membrana están 
mediados por proteínas transportadoras de membrana, más o menos especializadas en 
el transporte de moléculas concretaS. Puesto que la diversidad y fisiología de las 
distintas células de un organismo está relacionada en buena medida con su capacidad 
ES 2 396 815 A1
 
2
de captar unos u otros elementos externos, se postula que debe existir un acervo de 
proteínas transportadoras específico para cada tipo celular y para cada momento 
fisiológico determinado (Lodish et al., 2005); dicha expresión diferencial se encuentra 
regulada mediante: la transcripción diferencial de los genes codificantes para esas 
5 proteínas y su traducción. 
Se trata de proteínas transmembrana que poseen multitud de hélices alfa 
inmersas en la matriz lipídica. Dicha estructura probablemente implique una vía de 
entrada a través de entornos hidrofílicos proteicos que causarían una disrupción en el 
medio altamente hidrofóbico constituido por los lípidos (Lodish et al., 2005). Las 
10 proteínas intervienen de diversas formas en el transporte: actúan tanto como bombas 
impulsadas por ATP, esto es, por energía metabólica, o como canales de difusión 
facilitada. 
Algunas de estas proteínas son capaces de transportar agua, iones y pequeños 
solutos a su través, tales como glicerol y urea, ambos agentes higroscópicos 
15 ampliamente usados en cosmética. 
Un problema adicional en la extracción de proteínas integrales de membrana es 
el hecho de que éstas son constituyentes minoritarios comparado con otras proteínas 
solubles celulares. Hasta la fecha se ha conseguido extraer estas proteínas funcionales 
cuando se encuentran insertadas en la bicapa lipídica. Se ha conseguido obtener 
20 proteínas hidrofóbicas de las fracciones de membrana plasmática con un mayor 
rendimiento modificando el método de extracción (Gerbeau et al., 2002). Sin 
embargo, un método estimulador (también denominado "elicitador") de las proteínas 
intrínsecas combinado con un adecuado protocolo de extracción de vesículas de 
membrana plasmática, incrementa el rendimiento de vesículas que contienen proteínas 
25 de membrana de origen vegetal. 
Durante mucho tiempo los liposomas se han considerado como la mayor 
contribución innovadora en dermatología con fines farmacéuticos y cosméticos. Sin 
embargo, debido a su alto coste, la pureza variable de sus fosfolípidos y su naturaleza 
inestable, los surfactantes que contengan vesículas suponen una ventajosa alternativa. 
30 Además, estas vesículas contienen proteínas de membrana intrínsecas capaces de 
actuar como transportadores de ciertas sustancias. 
Algunas de las sustancias terapéuticas y cosméticas que se han empleado en 
sistemas transportadores son: 
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Nombre del agente terapéutico Categoría Terapéutica Referencia 
Levonorgestrel Agente anticonceptivo Jain NK et al., 1998 
Flurbiprofeno Antiinflamatorio no esteroideo Mokhtar et al., 2008 
(AINE) 
Captopril Anti-hipertensivo Gupta et al., 2007 
Estradiol Hormona femenina Tsai et al., 2001 
Ketorolaco trometamina AINE AIsarra et al., 2005 
Furosemida Diurético Azeem et al., 2008 
Losartán potásico Antihipertensivo Thakur et al., 2009 
Maleato de clorfenÍramina Antihistamínico Varshosaz et al., 
2005 
Pseudo-ceramida Antiarrugas Iwai et al., 1998 
Benzofenona-4 / Metoxicinamato de Agente protector solar Brinon et al., 1999 
octilo 
Vitamina A Antioxidante Cioca et al., 1991 
La extracción de vesículas de membrana se obtiene mediante el sistema de 
polímeros de dos fases (Larsson et al., 1987) que consigue separar la fracción de 
membrana plasmática del resto de fracción microsomal. Para ello, se procede a la 
homogenización en frío del tejido y separación en dextrano/polietilénglicol. 
Se han empleado hidrolizados peptídicos de origen vegetal: Brassica napus 
(FR2925325), Triticum monoccocum (FR2925327), Zea mays L. (FR2925326), 
Triticum turgidum (FR2925328), Solanum tuberosum (FR2925330), Avena sativa L. 
(FR2925329), Vicia faba L. (FR2925331), capaces de activar la síntesis de 
10 acuaporinas presentes en la epidermis humana (AQP3 fundamentalmente), bien solos 
o en combinación con otros ingredientes activos. AQP3 está presente en la membrana 
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plasmática de los queratinocitos de la epidermis (Sougrat et al., 2002) y desempeña un 
importante papel en el control del flujo de agua a través de la piel. Así, estas 
acuaporinas son capaces de transportar glicerol el cual a su vez está involucrado en la 
constitución de la película hidrolipídica que permite mantener la flexibilidad y 
5 cualidades sensoriales del estrato córneo. La hidratación y el contenido de AQP3 en 
queratinocitos están relacionados y un incremento de AQP3 en la piel supone una 
mejora de la hidratación de la epidermis (Dumas et al., 2007). 
Sin embargo, el reciente descubrimiento de que células del carcinoma de piel 
en humanos sobre-expresan altamente acuaporinas AQP3 (Hara-Chikuma and 
10 Verkman 2008b) sugiere ser cautos en el uso de moduladores de la expresión de 
acuaporinas para promover la hidratación de la piel. 
Una alternativa al empleo de ingredientes capaces de activar la síntesis de 
acuaporinas sería el uso de vesículas de origen natural enriquecidas en no sólo en 
acuaporinas sino en otras proteínas de membrana que se emplearían como vehículo 
15 lipídico en la liberación de agua u otras sustancias en la epidermis. 
Las acuaporinas también se han incorporado en formulaciones cosméticas 
(FR20010013463), determinando la fórmula galénica de uso tópico en forma de 
solución acuosa u oleosa. Sin embargo, el uso de vesículas de membrana de origen 
natural (vegetal) que incluyan además de estas otras proteínas transportadoras de 
20 membrana y compuestos bioactivos o agentes hidratantes, no se ha incluido en dicha 
formulación, y que constituye la base de esta invención. 
La familia Brassicaceae (también llamada Cruciferae o familia de las 
crucíferas) contiene hasta 3500 especies vegetales. Numerosos estudios 
epidemiológicos indican que las crucíferas entre ellas el brócoli (Brassica oleracea), 
25 son una fuente rica de compuestos bioactivos del metabolismo secundario ricos en 
nitrógeno-azufre, glucosinolatos, así como de antioxidantes naturales fenólicos 
(flavonoides, antocianos, ácidos fenólicos), vitaminas (C, E, A, K, etc.) y minerales 
esenciales (nitrógeno, fósforo, potasio, calcio, hierro, manganeso, magnesIO, ZInC, 
cobre, selenio etc.) (Fahey et al. 2001; Moreno et al. 2006) 
30 Los componentes vegetales se emplean también en la industria cosmética, por 
ejemplo, el empleo de extractos de brotes o germinados de diferentes frutos, bayas y 
crucíferas, incluyendo el brócoli, con aplicaciones en lociones, cremas de masajes, 
cremas nutritivas, geles, para inhibir el envejecimiento, para la detoxificación de la 
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piel o en relación al tratamiento de enfermedades asociadas a la piel 
(US2009/0306219). También se utilizan los vegetales y sus compuestos bioactivos, 
incluyendo el brócoli, como aditivos en formulaciones anti-envejecimiento, donde en 
algunos casos suponen del 0.1 al 10% en peso de extractos vegetales incorporados en 
5 polvos sólidos, píldoras, cápsulas o precipitados oleosos (US 2009/0324522). 
Algunos de estos compuestos bioactivos se pueden incorporar en vesículas 
lipídicas para su posterior liberación en la epidermis. 
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5 DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 
La presente invención se refiere a un procedimiento de obtención de vesículas 
de membrana plasmática a partir de material vegetal (procedente de una brassica) 
enriquecido en acuaporinas y otras proteínas transportadoras de membrana, y que 
pueden contener a su vez otras sustancias como son compuestos bioactivos naturales, 
10 agentes higroscópicos o químicos con fines dermatológicos, farmacológicos y 
terapéuticos. 
15 
Un primer aspecto de la invención hace referencia a una metodología para 
aumentar la cantidad de proteínas intrínsecas de membrana asociadas con la 
permeabilidad al agua y solutos de la membrana en el producto de origen vegetal. 
Un segundo aspecto hace referencia a las vesículas de membrana obtenidas 
según la metodología anterior, que comprende una cantidad efectiva de proteínas de 
membrana para su aplicación en los diferentes campos. 
Un tercer aspecto hace referencia a los campos de aplicación de las vesículas 
de membrana plasmática que permitan la liberación de agua u otras sustancias en la 
20 epidermis. 
25 
30 
En concreto, en un pnmer aspecto la presente invención se refiere a un 
procedimiento de obtención de vesículas de membrana plasmática de origen vegetal 
enriquecidas en proteínas transportadoras intrínsecas de membrana caracterizado 
porque comprende: 
una primera etapa de estimulación (o elicitación), que comprende someter a un 
organismo vegetal a un proceso de estrés abiótico combinado con la aplicación de un 
compuesto bioactivo, 
una segunda etapa, que comprende extraer vesículas de membrana. 
En adelante el procedimiento de enriquecimiento de acuaporinas y otras 
proteínas transportadoras de membrana en las vesículas de origen vegetal se 
denominará "procedimiento de la invención". 
ES 2 396 815 A1
 
7
Preferiblemente el procedimiento de la invención comprende un método de 
estimulación que supone un incremento de proteínas de membrana en la planta 
completa, o en fragmentos de la misma, que pueden ser hojas, tallo, raíz e 
inflorescencia las cuales se usarán como material vegetal de partida para la extracción 
5 de vesículas de membrana o cualquiera de sus posibles combinaciones. 
Así, la extracción de vesículas puede obtenerse de plantas enteras o fragmentos 
de las mismas, seleccionados entre raíz, tallo, hoja, inflorescencia o combinaciones de 
las mismas, de diferentes vegetales y hortalizas, preferiblemente la familia 
Brassicaceae (también denominada Cruciferae) , la familia de las crucíferas, más 
10 preferiblemente Brassica spp. Por lo que una realización preferida es el procedimiento 
de la invención donde el vegetal es una planta de la familia Brassicaceae. Los 
vegetales son seleccionados entre nabo, berro, rábano, colirrábano, col, coles 
lombardas (también llamadas coles rojas), rutabagas, coles de Bruselas, mostazas, 
repollo, diferentes variedades de brócoli (brocolini, brócoli o brécol, brócoli 
15 romanesco, brócoli blanco, brócoli morado o lila, etc.), así como de otras plantas 
hortícolas como berza, grelos, acelgas, escarola, espinaca, remolacha, lechuga, salvia, 
cebolla, o ajo. Más preferiblemente, la planta es seleccionada dentro del grupo 
compuesto por: nabo, berro, rábano, colirrábano, col, coles lombardas, rutabagas, 
coles de Bruselas, mostazas, repollo, berza, grelos, lechuga, espinaca, acelgas, 
20 escarola, salvia, cebolla y ajo. En una realización aún más preferida, el vegetal es 
brócoli. 
25 
En la presente invención se entiende "brócoli", también llamado brécol o 
bróculi, como cualquier variedad de Brassica oleracea crecida en un medio rico en 
minerales y en condiciones agronómicas controladas que favorezcan un incremento de 
la expresión de acuaporinas intrínsecas. 
El procedimiento de la invención comprende la estimulación a través de un 
compuesto bioactivo, bien una vitamina, un compuesto fenólico, un glucosinolato, un 
extracto enriquecido en al menos uno de estos compuestos o la combinación de al 
menos dos de ellos. En una realización preferida, la aplicación de dicho compuesto 
30 bioactivo varía entre 1 y 78 horas, incluidos ambos límites. Más preferiblemente, la 
aplicación se realiza en el agua de riego en concentraciones comprendidas entre 5 y 
100 11M, incluidos ambos límites. 
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Además, de manera conjunta a la aplicación del compuesto bioactivo, la planta 
se somete a un proceso de estrés abiótico, de manera preferible variando la 
Conductividad Eléctrica (CE) del agua de riego, que comprende regar a dicha planta 
con una disolución de riego a la que se adiciona una sustancia de choque osmótico, y 
5 cuya temperatura está más preferiblemente comprendida entre 15 y 35 oC, incluidos 
ambos límites. Dicho de otro modo, el compuesto bioactivo se aplica además variando 
previamente la Conductividad Eléctrica del agua de riego del cultivo, pudiendo oscilar 
entre 0.5 y 6 dS m'l, incluidos ambos límites, tras la adición de una sustancia de 
choque osmótico en concentración mM, preferiblemente en una concentración 
10 comprendida entre 10 y 80 mM, combinada con una variación de la temperatura en las 
cubas de riego, de manera preferida entre O y 10°C en tomo a la temperatura 
ambiental media de 25 oC, pues la conductividad eléctrica de una disolución aumenta 
aproximadamente un 2 % por cada grado que se eleva su temperatura. En una 
realización preferida la sustancia de choque osmótico que se adiciona es seleccionada 
15 entre: CaCh, NaCI, KCI, Na2S04, K2S04, (NH4hS04, MgS04, KN03, NH4N03, 
Mg(N03)2, Ca(N03)2, KH2P04, N~H2P04, manitol, sorbitol, polietilenglicol y 
combinaciones de los mismos. 
El proceso de extracción de vesículas se basó en la técnica de Larsson et al., 
1987, que se incorpora como referencia en esta memoria. Sin embargo, en la 
20 metodología se incluyeron algunas modificaciones que hacen que el proceso se pueda 
escalar a nivel industrial, pues se abaratan los costes y se acorta el tiempo de 
extracción. Así, en lugar de filtración al vaCÍo y homogenización manual se empleó un 
sistema de homogeinado con un homogeneizador mecánico automático en frío (4-
10°C) tipo politrón o batidora mecánica (Thermomix) con diferentes combinaciones 
25 de velocidad y tiempo. En otras palabras, esto quiere decir que la segunda etapa del 
procedimiento de la invención, referida a la extracción de vesículas de membrana, 
comprende al menos una etapa de homogenizado con un homogeneizador mecánico 
automático. La velocidad de homogeinado varió de O a 5000 rpm, con una etapa 
inicial de entre O y 1 min y una velocidad de 1000-4000 rpm y una segunda etapa de 
30 homogeinado entre O y 25 s con una velocidad de entre 3000-5000 rpm. Se realizaron 
también modificaciones en el tampón de conservación eliminando compuestos que 
pudieran resultar tóxicos o perjudiciales para la salud humana, como por ejemplo el 
tampón PIPES que se absorbe a través de la piel y que aparece descrito en el método 
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de extracción publicado, y se sustituyó por otro tampón de entre los siguientes: 
tampón bicarbonato, tampón fosfato y tampón acetato a la misma concentración y pH. 
Por tanto, el procedimiento de extracción de vesículas de membrana según la 
invención, comprende resuspender las vesículas extraídas en un tampón de 
5 conservación seleccionado entre tampón fosfato, tampón bicarbonato y tampón 
acetato. 
Un segundo aspecto de la invención se refiere a las vesículas de membrana 
obtenidas según las condiciones anteriormente descritas que comprende una cantidad 
10 efectiva de proteínas transportadoras de membrana. 
15 
En la presente invención se entiende como "cantidad efectiva" a la cantidad de 
proteínas de membrana suficiente en las vesículas obtenidas mediante el 
procedimiento de la invención para que sean eficaces a nivel de hidratación/aplicación 
sanitaria tanto para humanos como para animales, y sean aplicables con fines 
dermatológicos, farmacológicos o terapéuticos. 
Un tercer aspecto de la presente invención se refiere al uso de vesículas de 
membrana enriquecidas en proteínas transportadoras de membrana a nivel de 
explotación comercial, ya que pueden ser un medio natural de liberación bien de agua, 
20 sustancias bioactivas, agentes higroscópicos, sales u otras sustancias químicas tales 
como antibióticos o cualquier formulación con fines cosméticos o terapéuticos. Es 
decir, estas vesículas pueden ser aplicadas con fines dermatológicos, farmacológicos o 
terapéuticos incorporando en su interior además sustancias adicionales, 
preferentemente un compuesto bioactivo natural, un agente higroscópico, un agente 
25 químico o combinaciones de ellos. 
En el tratamiento de un proceso fisiopatológico, es deseable que la 
administración de medicamentos se realice de forma que el fármaco alcance su lugar 
de actuación a una determinada concentración. Se han empleado como vectores de 
fármacos lipoproteínas y glucoproteínas entre otros, que poseen la ventaja de ser 
30 biodegradables y endocitables. 
Los liposomas son vesículas microscópicas constituidas por bicapas 
fosfolipídicas concéntricas con compartimentos acuosos que tienen la capacidad de 
captar una gran variedad de sustancias activas hidrosolubles, liposolubles o anfifilicas. 
ES 2 396 815 A1
 
10
Esta invención hace referencia pues al uso de vesículas de membrana 
plasmática de origen vegetal como sistema de transporte o vectores de determinadas 
sustancias para su aplicación tópica y terapéutica. 
Estas vesículas de membranas contienen proteínas transportadoras de 
5 membrana en su estructura permitiendo la liberación de agua, iones y otras sustancias 
como amoniaco, azúcares de bajo peso molecular, glucosinolatos, urea y glicerol 
(agentes hidratantes) capaces de ser transportados por las proteínas de membrana y 
por tanto de ser empleadas en formulaciones cosméticas o dermatológicas con fines 
hidratantes o en la cura de suturas, quemaduras y otras heridas. 
10 
15 
Así mismo la invención hace referencia al uso de vesículas de membrana que 
contienen sustancias bioactivas de origen vegetal, (bien vitamina C, glucosinolatos, o 
compuestos fenólicos) con capacidad antioxidante para emplearlas en formulaciones 
cosméticas. 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 
Figura 1. Inmunodetección mediante Westem blot. Se muestra la intensidad de la 
señal obtenida para una proteína control de membrana plasmática (acuaporinas) en el 
material vegetal sin estimular (control) y el material vegetal expuesto al método de 
estimulación (elicitación) de la invención. 
20 Figura 2. Comparativa del efecto hidratante de vesículas con y SIn agente 
higroscópico. La concentración de proteína de membrana plasmática presente en 
vesículas para la aplicación fue de 2 ~g ~L-l. fi Aplicación de vesículas con agente 
higroscópico; • Aplicación de vesículas sin agente higroscópico; ... Aplicación 
directa sin vesículas del agente higroscópico. 
25 
30 
EJEMPLOS 
Los siguientes ejemplos se incluyen a título ilustrativo de la preparación y 
aplicaciones de las vesículas de la presente invención y de ningún modo debe interpretarse 
como limitantes del campo de aplicación. 
EJEMPLO 1: Procedimiento de estimulación de proteínas de membrana de 
origen vegetal (Fig 1) 
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11
El procedimiento de la invención comprende la estimulación a través de un 
compuesto bioactivo, un glucosinolato de la familia de los alifáticos, como la 
sinigrina, que se adicionó a la concentración de hasta 50 ~M durante 24 horas en el 
agua de riego, sobre un cultivo de bróculi. Este compuesto se aplicó además variando 
5 previamente la Conductividad Eléctrica (CE) del agua de riego del cultivo que se 
incrementó hasta 6 dS m-1 tras la adición de una sustancia de choque osmótico como 
es KCI hasta la concentración de 40 mM. La extracción de proteínas se hizo de forma 
automática partiendo de hoja (20 g), y empleando un politrón con una etapa inicial de 
homogenizado de 15 segundos a 4000 rpm y una segunda etapa de 20 segundos a 
10 5000 rpm. 
El tampón de extracción contenía HEPES 50 mM y manitol 0.5 M (pH 7.5), a 
esta disolución se le adicionó posteriormente ditiotreitol (DTT) 1 mM, ácido ascórbico 
5 mM y polivinilpirrolidona (PVP) insoluble 0.6% (p/v) glicerol 10% Y l3-
glicerofosfato 5 mM. El homogenado se centrifugó a 10.000 g durante 20 minutos en 
15 frío a 4° y el sobrenadante se recolectó y se volvió a centrifugar a 55.000 g durante 35 
minutos a 4°C. El precipitado se resuspendió en tampón de resuspensión (manitol 0.3 
M en tampón bicarbonato 5 mM pH 7.0 - 8.0) 
La suspensión se adicionó a un sistema de polímeros de doble fase con una 
composición final de Dextrano T500 (P/v) (Pharmacia), 6.0 % (P/v) de polietilenglicol 
20 (PEG) 3.350 (Sigma) 6.0 % (P/v) , KCI 3 mM, tampón fosfato 5 mM (pH 7.8) Y 
manitol o sacarosa 0.33 M. El sistema de fases se centrifugó a 4.000 g durante 5 
minutos a 4°C. La fase superior es donde se recoge la membrana plasmática para 
diluirla en un nuevo tampón. En el tampón de conservación tampón bicarbonato lO 
mM a pH 8.3 con sacarosa 0.33 M. 
25 
EJEMPLO 2. Rendimiento de la extracción del cultivo de Brassica 
Se valoró el rendimiento de la extracción de vesículas de membrana plasmática 
para Brassica con respecto a otras plantas 
En la tablal se puede apreciar el contenido proteico de las vesículas de 
30 membrana para distintos vegetales. El cultivo de Brassica después de la estimulación 
resultó en mayor cantidad de proteína de membrana plasmática. En la tabla se indica 
la cantidad de proteína expresada en ~g ~L-l. El rendimiento del proceso es más alto 
que el obtenido para el resto de los cultivos incluso para las vesículas aisladas de Beta 
ES 2 396 815 A1
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5 
10 
vulgaris ya que la cantidad de material vegetal de partida era mayor. Además, 
teniendo en cuenta que la extracción mecánica supone una pérdida de rendimiento, los 
valores de proteína siguen estando por encima de la mayoría de los cultivos aplicando 
una metodología posible de escalar a nivel industrial. 
Tabla 1. Comparativa de la concentración de proteína de membrana plasmática 
presente en vesículas de membrana en vegetales y objeto de la invención *. La 
concentración se obtuvo después de estimular la planta y empleando extracción 
mecánica. 
Capsicum Lycopersicum Zea Beta Brassica *Brassica 
annuum esculentum mays vulgaris oleracea oleracea + 
estimulación 
Material vegetal 18 25 18 150 20 20 
de partida (g) 
Homogeneización manual manual manual manual manual mecánica 
Proteína de 
membrana 1.32 1.98 2.79 9.16 3.06 3.51-5.0 
plasmática 
(¡.tg ¡.tL-1) 
En la tabla 2 se puede apreCIar un listado de proteínas de membrana 
identificadas mediante HPLC-MS-MS en Brassica oleracea var Italica. 
Tabla 2. Proteínas transportadoras de membrana plasmática identificadas en 
15 vesículas de membrana en Brassica oleracea var Italica tras la digestión con 3 
diferentes endoproteasas 
Digestión con Tripsina 
Número #AAs 
de 
acceso 
A5DXI9 362 
P92935 618 
P61837 286 
006611 286 
P.M[Da] cale. Descripción 
pi 
41667,20 5,26 Proteína Actina regulatoria del citosqueleto-
END3 OS=Lodderomyces elongisporus 
GN=END3 PE=3 SV=1 - [END3 LODEL] 
67485,82 9,48 ADP,ATP proteína transportadora 2, 
cloroplastidica OS=Arabidopsis thaliana 
GN=AA TP2 PE=1 SV=2 - [TLC2 ARA TH] 
30668,98 9,01 Acuaporina PIP1-1 OS=Arabidopsis thaliana 
GN=PIP1-1 PE=1 SV=1 - [pIP11 ARATH] 
30578,01 9,03 Acuaporina PIP1-2 OS=Arabidopsis thaliana 
rcobertura 
3,87 
1,94 
16,08 
9,79 
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GN=PIP1-2 PE=1 SV=1 - [PIP12_ARATH] 
P30302 285 30409,69 7,84 Acuaporina PIP2-3 OS=Arabidopsis thaliana 3,86 
GN=PIP2-3 PE=1 SV=1 - [PIP23 ARATH] 
P19456 948 104334,99 6,99 ATPasa 2, membrana plasmática 4,64 
OS=Arabidopsis thaliana GN=AHA2 PE=1 
SV=2 - [PMA2 ARA TH] 
042556 954 105141,76 6,39 ATPasa 9, tipo membrana plasmática 2,41 
OS=Arabidopsis thaliana GN=AHA9 PE=2 
SV=2 - [PMA9 ARA TH] 
080899 757 84206,29 7,21 Celulosa sintasa 82 OS=Arabidopsis thaliana 1,72 
GN=CSL82 PE=2 SV=1 - [CSL82 ARATH] 
09SAE4 490 55969,76 7,99 Citocromo P450 71829 OS=Arabidopsis 2,65 
thaliana GN=CYP71829 PE=2 SV=1 -
[C718T ARA TH] 
065782 499 56809,55 8,37 Citocromo P450 8381 OS=Arabidopsis 2,40 
thaliana GN=CYP8381 PE=1 SV=1 -
[C8381 ARA TH] 
POC7R4 658 73842,98 7,68 Repetición Pentapeptídica que contiene la 1,98 
proteína At1 g69290 OS=Arabidopsis 
thaliana GN=At1g69290 PE=2 SV=1 -
[PP110 ARATH] 
P46032 585 64379,59 5,67 Péptido transportador PTR2 OS=Arabidopsis 2,22 
thaliana GN=PTR2 PE=1 SV=1 -
[PTR2 ARA TH] 
08RY89 769 87347,74 8,68 Fosfatidilinositol-4-fosfato 5-kinasa 8 2,60 
OS=Arabidopsis thaliana GN=PIP5K8 PE=2 
SV=1 - [P15K8 ARATH] 
P83970 951 104618,27 6,81 ATPasa de membrana plasmática 2,42 
OS=Triticum aestivum GN=ha1 PE=2 SV=1 -
[PMA1 WHEAT} 
09ZVX8 278 29481,38 8,85 Probable acuaporina PIP2-8 OS=Arabidopsis 4,32 
thaliana GN=PIP2-8 PE=2 SV=1 -
jPIP28 ARATH] 
082226 747 85386,45 9,28 Probable nucleótido cíclico unido a canal 1,87 
¡ónico 6 OS=Arabidopsis thaliana 
GN=CNGC6 PE=1 SV=2 - [CNGC6 ARA TH] 
08LGI2 454 49649,88 8,29 Probable sacaropina deshidrogenasa 2,20 
mitocondrial At5g39410 OS=Arabidopsis 
thaliana GN=At5g39410 PE=1 SV=2 -
[SCPDH ARA TH] 
A3LPW2 511 59735,82 8,63 Proteína FYV10 OS=Pichia stipitis 1,96 
GN=FYV10 PE=3 SV=2 - [FYV10 PICST} 
09M088 484 52681,84 6,18 Probable glucano endo-1,3-beta-glucosidasa 2,27 
5 OS=Arabidopsis thaliana GN=At4g31140 
PE=1 SV=1 - [E135 ARATH] 
0944A7 512 56781,73 5,78 Probable serina/treonina-protein kinasa 8,01 
At4g35230 OS=Arabidopsis thaliana 
GN=At4g35230 PE=1 SV=1 -
[Y 4523 ARA TH] 
09FHD7 487 54590,20 6,33 Probable serina/treonina-protein kinasa 3,70 
At5g41260 OS=Arabidopsis thaliana 
GN=At5g41260 PE=1 SV=1 -
jY5126 ARATH] 
ES 2 396 815 A1
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096704 349 39206,65 
P23586 522 57572,98 
09SZN1 487 54270,67 
Digestión con Glu-C 
Número #AAs P.M[Da] 
de 
acceso 
043291 164 18641,07 
008733 286 30612,94 
081108 1014 110368,25 
P23980 704 77990,52 
08VZU2 304 34203,93 
Digestión con Lys. 
#AAs 
Número 
de acceso 
P42739 76 
P61837 286 
008733 286 
039571 203 
09SIH4 206 
042962 401 
P.M[Da] 
8535,58 
30668,98 
30612,94 
22584,49 
21955,77 
42337,62 
8,46 
8,94 
5,15 
cale. 
pi 
10,46 
8,85 
5,68 
8,81 
6,44 
cale. 
pi 
7,25 
9,01 
8,85 
6,21 
8,29 
5,97 
Proteína asociada a la replicación del virus, 4,01 
del rizado de la hoja de la col GN=AC1 PE=3 
SV=2-[REP CALC~ 
Proteína transportadora de azucares 1 2,30 
OS=Arabidopsis thaliana GN=STP1 PE=1 
SV=2 - [STP1 ARA TH] 
Subunidad tipo-V de la protón ATPasa 2,87 
OS=Arabidopsis thaliana GN=VHA-B2 PE=2 
SV=1 - [VATB2 ARATH] 
Descripción 
60S proteína ribosomal L21-1 
OS=Arabidopsis thaliana GN=RPL21A PE=2 
SV=2 - [RL211 ARA TH1 
Acuaporina PIP1-3 OS=Arabidopsis thaliana 
GN=PIP1-3 PE=1 SV=1 - [PIP13 ARATH} 
ATPasa 2 transportadora de calcio, de 
membrana plasmática tipo OS= Arabidopsis 
fhaliana GN=ACA2 PE=1 SV=1 -
[ACA2 ARA TH] 
ATPasa 2 de membrana plasmática 
(Fragmento) OS=Solanum Iycopersicum 
GN=LHA2 PE=3 SV=1 - [PMA2 SOllC] 
Sintaxina-132 OS=Arabidopsis thaliana 
GN=SYP132 PE=1 SV=1 - [SY132 ARATH] 
Descripción 
Ubiquitina OS=Acetabularia cliftonii 
PE=3 SV=1 - [UBIO ACECL] 
Acuaporina PIP1-1 OS=Arabidopsis 
thaliana GN=PIP1-1 PE=1 SV=1 -
[PIP11 ARATH] 
Acuaporina PIP1-3 OS=Arabidopsis 
thaliana GN=PIP1-3 PE=1 SV=1 -
[PIP13 ARATH] 
GTP- proteína de unión YPTC1 
OS=Chlamydomonas reinhardtii 
GN=YPTC1 PE=3 SV=1 -
[YPTC1 CHlRE] 
UPF0497 proteína de membrana 
At2g36100 OS=Arabidopsis thaliana 
GN=At2g36100 PE=2 SV=1 -
[U4979 ARA THl 
Fosfoglicerato kinasa, citosólica 
OS=Nicotiana tabacum PE=2 SV=1 -
rcobertura 
10,37 
3,85 
1,68 
1,99 
5,59 
rcobertura 
21,05 
16,43 
10,14 
7,88 
7,28 
4,24 
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5 
[PGKY _ TOBAC] 
P30302 285 30409,69 7,84 Acuaporina PIP2-3 OS=Arabidopsis 3,86 
thaliana GN=PIP2-3 PE=1 SV=1 -
[PIP23 ARA TH] 
0944A7 512 56781,73 5,78 Probable serina/treonina-protein kinasa 3,52 
At4g35230 OS=Arabidopsis thaliana 
GN=At4g35230 PE=1 SV=1 -
[Y 4523 ARA TH] 
042479 529 59298,66 6,37 protein kinasa dependiente de calcio 3 2,84 
OS=Arabidopsis thaliana GN=CPK3 
PE=1 SV=1 - [CDPK3 ARATH] 
048639 521 57219,68 9,01 Probable transportador de membrana 2,50 
plasmática de fosfato inorgánico 1-3 
OS=Arabidopsis thaliana GN=PHT1-3 
PE=2 SV=1 - [PHT13 ARATH] 
043128 947 104748,96 6,43 ATPasa 10, de membrana plasmática 1,80 
tipo OS=Arabidopsis thaliana 
GN=AHA10 PE=2 SV=2-
[PMA 10 ARA TH] 
P19456 948 104334,99 6,99 A TPasa 2, de membrana plasmática 1,16 
tipo OS=Arabidopsis thaliana GN=AHA2 
PE=1 SV=2 - [PMA2 ARATH] 
EJEMPLO 3. Ensayo de hidratación de las vesículas sobre la piel. 
El ensayo se realizó con 5 voluntarios cuya piel tenía valores extremos de 
pérdida de agua. El proceso se realizó con vesículas puras en concentración de 2 
f.l.g·f.l.L-I en tampón de conservación descrito en el ejemplo 1. Se realizó un estudio 
comparativo de vesículas que contenían un agente higroscópico y sin el agente 
higroscópico. Se comparó con el agente higroscópico sólo. Las medidas se realizaron 
cada 24 h sobre la piel de dorso de la mano. El tratamiento cesó al tercer día. 
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REIVINDICACIONES 
1. Procedimiento de obtención de vesículas de membrana plasmática de origen 
5 vegetal enriquecidas en proteínas transportadoras intrínsecas de membrana 
caracterizado porque comprende: 
10 
15 
20 
a. una primera etapa de estimulación para incrementar las proteínas de 
membrana en una planta de una especie del género Brassica, que comprende: 
a.J. aplicar un glucosinolato a la planta, 
a. 2. variar la conductividad eléctrica del agua de riego de la planta hasta 
conseguir un valor comprendido entre 0,5 y 6 dS mol, para someter a 
dicha planta a un proceso de estrés abiótico, y que comprende: 
a.2.J. adicionar al agua de riego una sustancia de choque osmótico 
seleccionada entre NaCI y KCI en concentración milimolar, y 
a. 2. 2. variar la temperatura del agua de riego entre O y 10°C con 
respecto a la temperatura ambiental media de 25 oC; 
b. una segunda etapa de extracción de vesículas de membrana que comprende: 
b.J. homogeneizar la planta estimulada en la primera etapa, o una parte de 
la misma, con un homogeneizador mecánico automático, 
b.2. extraer vesículas de membrana mediante un sistema de polímeros de 
dos fases, 
b.3. resuspender las vesículas extraídas en un tampón de conservación 
seleccionado entre tampón fosfato, tampón bicarbonato y tampón acetato. 
25 2. Procedimiento según la reivindicación 1, caracterizado porque la sustancia de 
choque osmótico se adiciona en la disolución de riego hasta alcanzar una 
concentración comprendida entre 10 Y 80 mM, incluidos ambos límites. 
3. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2, 
30 caracterizado porque el glucosinolato se aplica durante un tiempo 
comprendido entre 1 y 78 horas, incluidos ambos límites. 
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4. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado 
porque el glucosinolato se aplica en la disolución de riego en concentraciones 
comprendidas entre 5 y 1 00 ~M, incluidos ambos límites. 
5 5. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la 
10 
15 
20 
25 
planta es una variedad de Brassica oleracea. 
6. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, 
caracterizado porque en la segunda etapa, las vesículas de membrana se 
extraen de una parte del organismo vegetal seleccionada entre raíz, tallo, hojas, 
inflorescencia, o la combinación de al menos dos de estas partes. 
7. Vesícula obtenible mediante el procedimiento descrito en una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 6. 
8. Uso de una vesícula definida en la reivindicación 7 con fines dermatológicos, 
farmacológicos o terapéuticos, donde dicha vesícula comprende una cantidad 
efectiva de proteínas transportadoras de membrana. 
9. Uso de la vesícula según la reivindicación 8, donde dicha vesícula comprende 
además sustancias adicionales capaces de ser aplicadas con fines 
dermatológicos, farmacológicos o terapéuticos, donde dicha sustancia 
adicional está seleccionada entre al menos un compuesto bioactivo natural, un 
agente higroscópico, un agente químico y combinaciones de ellos. 
ES 2 396 815 A1
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A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
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2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
La presente invención tiene por objeto un procedimiento de obtención de vesículas de membrana plasmática de origen 
vegetal enriquecidas en proteínas transportadoras de membrana que comprende: 
- Una primera etapa de estimulación con un compuesto bioactivo, un glucosinolato, combinado con someter el 
material vegetal a un proceso de estrés abiótico regando con una disolución que contienen KCl o NaCl y variando la 
conductividad eléctrica del agua de riego 
- Una segunda etapa de extracción de las vesículas de membrana 
También tiene por objeto las vesículas obtenibles mediante el procedimiento mencionado y su uso con fines dermatológicos, 
farmacológicos o terapéuticos (reivindicaciones 1 a 9). 
 
D01 determina los efectos del estrés salino en la composición lipídica de las vesículas de membrana plasmática de la raíz 
de Brassica oleracea y analiza cómo estos cambios afectan al trasporte de agua realizado por las acuaporinas. Para la 
extracción de las vesículas de membrana plasmática se utiliza el método de Larsson et al (1987) o bien el de Gerbeau et al 
(2002).  
 
D02 estudia los efectos del calcio en vesículas de membrana plasmática y en protoplastos aislados de las raíces de 
Capsicum annuum en plantas sometidas a diferentes condiciones de salinidad. Para la obtención de las vesículas de 
membrana plasmática se emplea el sistema de polímeros de dos fases con Western-blot (Larsson et al 1987) o bien la 
espectrofotometría (Gerbeau et al 2002).  
 
D03 secuencia parcialmente los cDNAs de isoformas de proteínas intrínsecas de membrana plasmática (PIPs), un tipo de 
acuaporinas, a partir de raíces de Brassica oleracea con el fin de estudiar la función y la regulación de las PIPs en la planta. 
 
NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA 
 
En la literatura consultada, constituida por documentos de patentes y por publicaciones científicas, se han encontrado 
métodos de obtención de vesículas de membrana plasmática de origen vegetal que utilizan algunas de las etapas que 
también emplea el procedimiento objeto de la presente invención. Sin embargo, en la documentación y bases de datos que 
se han consultado no se ha encontrado un procedimiento que incluya una primera etapa de estimulación consistente en 
someter el vegetal a un estrés abiótico por adición de KCl o NaCl para provocar un choque osmótico y aplicando una 
determinada conductividad eléctrica junto con el tratamiento con un glucosinolato como compuesto bioactivo. Por 
consiguiente, las reivindicaciones de la 1 a la 9 cumplen con los requisitos de novedad y actividad inventiva. 
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